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RÉSUMÉ 
Rml est un réplicon hybride comportant un génome complet de virus 
polyome (ADN P155), une répétition directe de 182pb virales (répétitions S) 
et 1.6Kb d'ADN de souris appelé Ins. Après transfection dans des cellules 
permissives de souris, Rml se convertit efficacement en P155 par 
recombinaison intramoléculaire entre les répétitions S. La molécule 
0(4632)/Rml a été dérivée de Rml en clonant dans Ins 1.9Kb de séquences 
homologues P155, allant des nucléotides 4632 à 1192. Cette région comprend 
l'origine de réplication de polyome et les régions régulatrices des deux 
transcriptions virales, la précoce et la tardive. En conséquence, lors de la 
transfection de 0(4632)/Rml, on observe deux événements de recombinaison 
homologue distincts, un intervenant entre les répétitions S et un autre enl!e 
les grandes homologies (appelées L). On peut donc parler de recombinaison 
S (SR) et de recombinaison L (LR). Il a été démontré par mutagénèse que, 
chez Rml, les deux promoteurs viraux doivent être intacts pour que la SR ait 
lieu efficacement (Nault et al, 1994a). De même, la mutation d'éléments 
régulateurs de la transcription dans chacune des homologies L, dans une 
molécule dérivée de 0(4632)/Rml, 0(4632)Pl-/RmII.T affecte la LR (Nault et 
al, 1994b). Un modèle possible expliquant le patron de recombinaison chez 
0(4632)Pl-/RmII.T a été proposé, en tenant compte des résultats obtenus avec 
la SR et la LR (Nault et al, 1994b). Afin de vérifier l'exactitude du modèle et 
de comprendre davantage la régulation de la LR, plusieurs molécules 
dérivées de 0(4632)/Rml et portant une ou deux mutations préalablement 
démontrées comme inhibitrices de la SR, ont été construites. De même, une 
région de 1.2Kb, homologue à P155 mais ne contenant ni origine de 
réplication ni éléments régulateurs de la transcription, a été clonée dans Ins, 
chez Rml ou chez un mutant du promoteur viral tardif. 
Ces réplicons ont démontré que: 1) le modèle proposé pour la LR dans 
0(4632)Pl-/Rmn:r ne s'applique pas de façon générale; 2) la transcription 
bidirectionnelle requise pour la SR ne l'est pas pour la LR; 3) Yinsertion d'une 
région iritergénique non mutée dans 11ns ne contribue pas à rétablir la SR s'il 
y a mutation d'éléments régulateurs viraux dans la composante P155 de la 
molécule; 4) des événements transcriptionnels partant de la région régulatrice 
située dans Ins peuvent interférer avec la SR; 5) la synthèse de grand T par _la 
molécule transfectée est importante pour la SR mais non pour la LR. 
Les résultats obtenus ont donc permis d'établir plusieurs différences entre la 
LR et la SR. Ces différences suggèrent que les deux événements de 
recombinaison ont lieu grâce à des mécanismes distincts et ne subissent pas la 
même régulation. 
INTRODUCTION 
Rml est un réplicon chimérique produit par l'excision de génomes viraux à 
partir de l'ADN des cellules du clône C12/al,cellules de souris transformées 
par le mutant ts P155 du virus Py (Sylla et al, 1984). Cette molécule (Fig la) 
comprend un génome complet de ts P155 (ADN P155), dont 182 pb sont 
dupliquées (répétitions S). Ces répétitions.directes flanquent 1.6 Kb d'AD_N 
de souris, la région Ins.Rmlpeut générerde l'ADN viral de longueur unitaire 
par recombinaison intramoléculaire entre les répétitions S (recombinaison S 
ou SR; voir fig lb) lorsqu'il esttransfecté dans des cellules de souris (Piché et 
Bourgaux, 1987). 
La conversion efficace de RmI en P155 est affectée par certains facteurs. ~a 
présence d'une des répétitions S en continuité avec la région précoce virale, 
par exemple, est requise (Bourgaux et al, 1990). De plus, Nault et al (1994a) ont 
étudié l'effet produit chez RmI par des mutations d'éléments régulateurs de 
la transcription virale précoce ou tardive, mutations illustrées à la figure 2. 
Dans tous les cas, sauf pour la délétion ABT, chacune des modifications 
introduites dans Rml suffit à diminuer fortement la production de P155 par 
SR. La recombinaison S est donc dépendante de la présence et de l'activité 
des deux promoteurs viraux, le précoce et le tardif, et semble donc associée à 
la transcription bidirectionnelle chez Rml (Nault et al, 1994a). Un lien entre 
transcription et recombinaison a d'ailleurs été observé dans plusieurs 
systèmes expérimentaux (Alessandrini et al, 1991; Ikeda et al, 1979; Leung et 
Maizels, 1992; Nickoloff et al, 1990). 
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Figure 1: Carte physique de Rml et de son produit d'excision ts P155. 
a. Carte physique de Rml 
Rml contient un génome complet de Py et une duplication virale directe, les 
répétitions S (nt 1 à 5351). De plus, il possède 1.6Kb d' ADN de souris, lns, 
entraînée lors de l'excision du génome viral intégré dans les cellules C12/al 
(nt -1 à -1628). L'origine de réplication (Ori) est située en haut de la carte, 
entourée des deux promoteurs viraux, le promoteur précoce à gauche et le 
promoteur tardif à droite. Les sites de restrictions pertinants à ce mémoire 
sont indiqués avec leurs coordonnées en nt. Les répétitions S sont 
représentées par des triangles noirs, le reste des séquences de P155 sont en 
blanc et la région Ins est hachurée. 
b. Excision de P155 de Rml par recombinaison entre les répétitions S. 
Une seule des répétitions S est conservée lors de la recombinaison S (SR); un 
génome complet de ts P155 est ainsi excisé. Dans cette figure, les séquences 
de P155, incluant les deux répétitions S, sont représentées en noir. Les 



















Figure 2: Représentation schématique des régions régulatrices virales de Rml 
et des mutations qui y ont été introduites. 
a. Schéma de la région contenant le promoteur basal de la transcription 
précoce chez Rml (Hendrickson et al, 1987). Les délétions (A) effectuées 
dans les différents mutants sont positionnées par rapport à Ori ("core 
sequence''), aux sites de fixation du grand T (A, B, C, 1 et 2), à la boîte 
TATA et aux sites d'initiation de la transcription des ARN messagers 
précoces (flèche). Les coordonnées en nucléotides des délétions sont 
indiquées. Huit nt, incluant la boîte TATA, sont substitués par un site 
Mlul chez RmILT. (non illustré; Nault et al, 1994a). ABT: délétion du 
site B et de la boîte TATA; ATC délétion du site Cet de la boîte TATA. 
b. Schéma de la région régulatrice de la transcription virale tardive chez 
Rml (Hendrickson et al, 1987). Les coordonnées en nt des séquences 
dont Yorientation a été inversée dans Rml (région enhancer), et qui 
contiennent le promoteur basal de la transcription tardive, sont 
indiquées {Pl-). On retrouve dans la figure l'origine de réplication 
("core sequence''), les sites de .fixation du grand T (A, 1, 2 et 3), les sites 
d'initiation de la transcription des ARN messagers tardifs et les deux 
éléments de Yenhancer requis pour la réplication (a et f3). 
Dans les deux panneaux, une ligne graduée indique la numérotation · 
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Un autre aspect de la SR, qu'il semblait désirable d'éclaircir, était son 
caractère conserva tif ou non conserva tif. Dans une recombinaison 
conservative, tout le matériel de départ est récupéré dans les produits formés 
(Wake et al, 1985), tandis qu'une réaction non conservative implique la 
dégradation de certaines séquences, et donc la formation de produits de 
recombinaison non réciproques (Chakrabarti et al, 1986; M. Seidman, 1987). 
Pour savoir ce qu'il advenait des séquences comprises dans l'lns et de _la 
deuxième répétition S lors de la SR, il a été nécessaire de rendre ces éléments 
ampli.fiables indépendamment de P155, étant donné que celui-ci est excisé de 
Rml lors de la SR (Fig. lb). Ceci a été accompli en insérant les nt 4632 à 1192 
de Py au site Bgl Il situé au nt -657 dans l'lns de Rml (Fig. la). La région 
insérée comprend une deuxième origine de réplication ainsi que les régions 
régulatrices virales, précoce et tardive, associées. La molécule résultan~e, 
0(4632)/Rml (Fig. 3a), possède deux origines de réplication (01 et 02) 
entourées de 1.9Kb de séquences homologues. Ces grandes homologies 
('1arge repeats" ou L) peuvent donc donner lieu à un nouvel événement de 
recombinaison, la recombinaison L ou LR (Nault et al, 1994b). Les produits 
de recombinaison potentiels de 0(4632)/Rml sont montrés à la figure 3b. En 
fait, les résultats obtenus sont les suivants. Dans 0(4632)/Rml, la SR a lieu 
comme dans Rml. Cependant, la production de P155 est plus faible, à cause 
peut-être d'une interférence ou d'une compétition par la LR. D'autre part, le 
produit B de la SR, réciproque de P155, (Fig. 3b), n'est pas toujours détectable 
malgré le potentiel de réplication que lui confère 02. L'explication de cette 
particularité est inconnue pour le moment. Par contre, la LR génère de façon 
reproductible les deux produits indiqués à la figure 3b, un produit faisant 
4.9Kb et comprenant la partie gauche de l'Ins, soit le produit gauche ou 
L. (pour '1.eft"), et un produit de 4.lKb comprenant la partie droite de l'lns, 
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Figure 3: Carte physique de 0(4632)/Rml et des produits de recombinaison 
potentiels. 
a. Carte physique de 0(4632)/Rml. 
Sur cette carte et sur toutes celles présentées par la suite dans ce mémoire, 
seuls les sites de restriction utilisés lors du clonage et lors de l'analyse de 
l'ADN après transfection sont indiqués. 
b. Produits de recombinaison potentiels de. 0(4632)/Rml. Le fragment 463_2-
1192 est représenté ''non inséré" dans Rml. Les séquences de P155 incluant les 
répétitions S, sont représentées en noir. La région Ins est quadrillée 
Les produits de la SR sont situés à gauche et ceux de la LR, à droite. Notez 
que chaque produit peut être linéarisé par Sal I, EcoRV ou BamH1 (voir 
Tableau 1). · 
Abréviations: T: '1:op product"; produit du haut de la SR, P155 
B: '1:>ottom product"; produit du bas de la SR (3.7Kb) 
L: '1eft product"; produit de gauche de la LR (4.9Kb) 
R: ''right product"; produit de droite de la LR (4.lKb) 
e: région virale précoce 
1: région virale tardive 





Tel qu'indiqué dans la légende à droite de la molécule, les homologies L 
(4632-1192) sont symbolisées de la même façon pour faciliter la visualisation 
de la LR. Le reste de la symbolique est détaillée dans la légende. 
01: Ori P155 (5351pb) 

























D ADN P155 - répétitions S - homologies L a région lns 
le produit R (pour 'nght''). La recombinaison LR se distingue donc de la SR 
par l'observation reproductible de ses deux produits réciproques, ce qui 
suggère qu'il existe des différences au point de vue du mécanisme ou de la 
régulatio·n entre ces deux événements de recombinaison. 
Le but des expériences présentées dans ce mémoire était de tenter de mettre 
en évidence certaines caractéristiques de la LR qui contribueraient à no~e 
compréhension de ce type de recombinaison. Dans cet ordre d'idées, 
certaines expériences avaient d'ailleurs déjà été réalisées. Ainsi, le rôle de la 
réplication dans la recombinaison a été vérifié chez 0(4632)/Rml en 
modifiant l'origine 02 pour l'inactiver (Nault et al, 1994b). Dans le mutant 
ainsi produit, A02 (Fig. 4), l'origine non mutée 01 permet de conserver la 
capacité d'amplification de 0(4632)/Rml (et de P155), et donc d'évalu~r 
l'efficacité de la LR, tout en éliminant supposément50% des produits formés, 
ceux qui contiennent l'origine 02. La transfection du mutant A02 a révélé 
que les produits L et R, de même que P155, sont formés en quantité 
comparable à 0(4632)/Rml, et a donc permis de conclure que la fonction de 
02 n'était pas requise pour la LR ni pour la SR. Présumément, le processus 
de réplication, que ce soit à partir de 01 ou à partir de 02, ne stimule pas la 
recombinaison dans 0(4632)/Rml. D'autre part, l'observation des deux 
produits L et R en proportions équivalentes a permis de tirer une autre 
conclusion intéressante. En observantle schéma de A02 (Fig. 4), on peut voir 
que si la LR se fait entre les régions précoces, l'origine inactive 02 se 
retrouvera dans le produit L, tandis qu'elle sera dans le produit R si la 
recombinaison a lieu entre les régions tardives (Fig. 4). Donc, si la LR avait 
lieu préférentiellement à un endroit spécifique de l'homologie, cela se 
traduirait par une différence d'intensité entre les produits Let R. Ceci n'étant 
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Figure 4: Carte physique de A02. 
Les sites de restrictions utilisés avec leur position en nt, sont indiqués. La 
légende fournie indique la symbolique utilisée sur la carte. Notez que lors 
d'un événement de recombinaison entre les régions virales précoces des 
homologies L, le produit R (4.lKb) conserverait l'origine intacte 01, tandis 
que le produit L aurait l'origine inactive 02 et ne pourrait donc pas être 
amplifié. Si la recombinaison a lieu entre les régions tardives, 01 sera cette 
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pas le cas, on peut conclure que l'événement de recombinaison LR peut se 
produire indifféremment entre les régions précoces ou tardives des 
répétitions L, suggérant une distribution alléatoire des sites d'échange de 
brins ("ci'oss-over sites''). 
Les résultats obtenus par Nault et al (1994a), démontrant que les deux régions 
régulatrices de Rml doivent être intactes pour que la SR soit efficace, noµs 
ont portés à nous questionner sur l'effet qu'auraient des modifications 
d'éléments régulateurs, telles que celles introduites dans Rml, près des 
origines 01 ou 02 de 0(4632)/Rml. Pour étudier cet aspect, deux mutations 
préalablement démontrées comme inhibitrices de la SR ont été introduites 
près de chaque origine de 0(4632)/Rml. Dans ce mutant double (Fig. 5), la 
région précoce près de 01 porte la substitution I.T tandis que le promote:ur 
tardif près de 02 est inversé (Pl-) (voir Fig. 2). Cette molécule, 0(4632)Pl-
/RmII,T, transfectée dans les cellules de souris scop-T1 (voir Matériels et 
Méthodes et Résultats), se recombine de façon distincte de 0(4632)/Rml. 
D'une part, en accord avec les résultats obtenus avec la molécule à génome 
unique RmII.T (Nault et al, 1994a), la recombinaison SR n'est pas détectable. 
D'autre part, seul le produit R (4.1Kb) de la LR est présent, tandis que le 
produit L (4.9Kb) est absent. Ce résultat indique que la recombinaison LR est 
non conservative, puisque lors d'un événement de recombinaison, un seul 
des produits réciproques est obtenu. D'autre part, la mutation I.T ou Pl-, ou 
la combinaison des deux, semble avoir influencé la LR pour favoriser le 
produit R. Un modèle possible expliquant le patron de recombinaison chez 
0(4632)Pl-/RmII.T a été proposé (Na ult et al, 1994b ). Ce modèle tient compte 
des résultats obtenus avec la SR, qui indiquent qu'une transcription 
traversant chacune des homologies doit avoir lieu pour qu'il y ait 
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Figure 5: Carte physique de 0(4632)Pl-/RmIL.T. 
La substitution de la boîte TATA ŒT) dans le promoteur précoce du génome 
du haut, ainsi que l'inversion des nt 5026 à 5271, comprenant le promoteur 
tardif (flèche) dans la région régulatrice du bas, sont représentées. La 
symbolique utilisée sur la carte est identique à celle décrite dans la légende 
des figures 3a et 4. 
Figure 6: Modèle possible de la transcription et de la recombinaison dans 
0(4632)Pl-/RmIL,T. 
Les répétitions S sont représentées par des triangles noirs; la région Ins est 
quadrillée, tandis que les séquences de P155 et la région homologue dans Ins 
sont en noir et blanc. La transcription précoce partant du génome du haut et 
la transcription tardive partant de la région du bas sont présumées faibles ou 
absentes, en conséquences des mutations L.T et Pl-. Deux événements 
transcriptionnels convergents (flèches noires) sont initiés par les promoteurs 
viraux non mutés. Ces transcriptions ont lieu sur deux brins différents et 
peuvent donc se croiser au point X du côté droit de la molécule. Elles 
divergent ensuite et provoquent l'initiation d'un événement de 
recombinaison non conservatif entre les premières régions homologues 
rencontrées, c'est-à-dire les régions virales précoces. En conséquence, le 
produit de droite de la LR est formé mais celui de gauche ne l'est pas. 
L'absence de transcription dans la partie gauche du substrat de 
recombinaison pourrait être impliquée dans la formation d'un produit 
unique Ge produit R) par recombinaison L. 
Pe: promoteur précoce, e: région précoce, 
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recombinaison (Nault et al, 1994a). Ce modèle (Fig. 6) propose que deux 
événements de transcription convergents, un partant du côté tardif de 01 et 
l'autre du côté précoce de 02, se croisent dans la partie droite de la molécule. 
La transcription continue de façon divergente et un événement de 
recombinaison a lieu au niveau des premières homologies rencontrées 
simultanément par les deux transcriptions, les deux régions précoces dans ce 
cas. L'absence de transcription dans la partie gauche de la molécule pourrait 
être reliée à l'observation que le produit L, qui contient ces séquences, n'est 
pas formé. 
Une série de mutants de 0(4632)/Rml ayant une seule mutation ou bien deux, 
disposées dans chacune des grandes homologies, ont été construits pour 
vérifier le modèle décrit ci-dessus et pour chercher à comprendre davanta~e 
la régulation et le mécanisme de la LR. De plus, une région homologue à la 
région tardive de Py, mais sans origine de réplication ni éléments 
régulateurs, a été introduite au site Bgl II de Rml pour vérifier si la LR 
pouvait encore avoir lieu dans de telles circonstances. Ce mémoire présente 
les résultats obtenus avec ces différentes molécules. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
1. Enzymes de restriction. 
Les endonucléases de restriction sont utilisées selon les recommandations des 
fournisseurs (Pharmacia et Proméga). 
2. Amplification de l' ADN par PCR. 
L'amplification est réalisée selon la méthode de Saiki et al (1985), à Yaide de la 
polymérase Hot Tub et du tampon de la compagnie (Amersham). L'ADN 
matrice, en solution dans du TEN {Tris-Cl lOmM, EDTA lmM, NaCl lOmM, 
pH8.0), est amené à une concentration de 10ng/ ml. Les amorces sont à une 
concentration de 5µg/ml. Le programme d'amplification utilisé comporte 30 
cycles, chaque cycle comprenant une dénaturation de lmn à 94°C, une 
renaturation amorces-ADN de lmn à 55°C et une élongation de 2mn à 72°C. 
Le dernier cycle comporte une période d'élongation de lOmn à 72°C suivie 
d'une période de 15mn à 25°C. Les amorces sont synthétisées dans notre 
laboratoire selon la méthode de Schulhof et al (1987) à l'aide d'un appareil 
Gene Assembler Plus DNA Synthesizer (Pharmacia LKB). La séquence au 
bout 5' des amorces contient un site de restriction pour faciliter le clonage 
des fragments synthétisés. 
Le nom, les coordonnées en nt sur l'ADN de Py et la séquence des amorces 
utilisées dans le PCR sont donnés ci-dessous. Les sites de restrictions sont 
indiqués au-dessus de leur séquence correspondante. Les astérisques 
indiquent des changements de nt par rapport à la séquence de Py, 
changements introduits pour créer les sites de restrictions utilisés lors du 
clonage des fragments. (voir section 12). 
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Nom Coordonnées Séquence 
BamHI 
ERL 1 4629-4643 5'-GCTGGATCCCGCCA TGG-3' 
BamHI 
ERRl 1199-1179 5'-TACG*GATCCTCCATTGG CATG-3' 
BglII 
DJ7bis 3404-3430 5'-ACTA *GA TC*T*ATTCCGTCCTTATCCAGG-3' 
BamHI 
PB4632 4644-4625 5'-GATACCATGGCGGGATCCAG-3' 
3. Électrophorèse et purification de l' ADN. 
L'ADN est soumis à une électrophorèse sur gel d'agarose 0.8% (USB) dans un 
tampon TAE (Tris-Cl 40mM, acétate de sodium 5mM, EDTA lmM, pH7.9). 
Les gels sont colorés dans un bain d'EtBr à 2µg/ml et photographiés sous 
U.V. (254nm) à l'aide d'une caméra Polaroïd. Pour purifier sur gel les 
fragments PCR, l'agarose fondante ''Ultrapure Low Melting Point Agarose" 
(GIBCO / BRL) est utilisée pour faire migrer l'échantillon. Le gel coloré à 
l'EtBr est observé sous U.V. et la bande appropriée est excisée. L'agarose 
contenant l'ADN voulu est fondue à 68°C dans un tube Eppendorf. On 
procède à la purification à l'aide du 'Wizard PCR Preps Purification 
System" de Proméga. L'ADN élué dans du TE (Tris-Cl lOmM, EDTA lmM, 
pH8.0), après quantification sur gel d'agarose, est prêt pour le clonage. 
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4. Déphosphorylation des vecteurs plasmidiques. 
Lors du clonage de fragments dans des vecteurs plasmidiques linéarisés, une 
déphosphorylation du vecteur est effectuée pendant 1 heure à 37°C, avec la 
phosphatase alcaline d'intestin de veau (CIAP, Proméga) et le tampon de la 
compagnie. La CIAP est ensuite retirée par extraction phénol-chlorofome et 
l' ADN précipité à l'éthanol. La déphos.phorylation empêche la ligation 
intramoléculaire du vecteur et favorise ainsi l'obtention d'un plus grand 
nombre de recombinants. 
5. Liga tion. 
Les ligations intra- et intermoléculaires sont effectuées avec la T4 DNA liga~e 
(Amersham) selon les recommandations du fournisseur. Pour favoriser la 
ligation intermoléculaire lors du clonage de fragments PCR dans des 
vecteurs plasmidiques, un rapport molaire vecteur:insert de 1:10, une 
concentration d'ADN de 20 à 30 µg/ml et une incubation de 4 heures à 25°C 
sont utilisées. La ligation intramoléculaire, pratiquée dans le cas des 
molécules préparées pour transfection (voir sections 8b et 12), est plutôt 
effectuée à une concentration d'ADN de lOµg/ml et à une température 
d'incubation de 16°C pour la nuit. 
6. Transformation bactérienne. 
La souche DHSa de E. coli (commercialisée par GIBCO /BRL sous forme déjà 
compétente) est utilisée pour les transformations bactériennes, lesquelles sont 
effectuées selon la méthode de King et Blakesley (1986). Les molécules 
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recombinantes contiennent comme vecteur procaryote pAT153, un dérivé de 
pBR322 d'où les nt 1646 à 2351 ont été délétés (Twigg et Sherrat, 1980). Ceci 
permet la sélection de colonies transformées résistantes à l'ampicilline. 
L'étalement est fait sur du milieu LB (5g/L Bactotryptone et 5g/L extrait de 
levure, Difco; lOg/L NaCl) contenant 1.5% d'agar (USB) et 50µg/ml 
d'ampicilline. 
7. Extraction d' ADN plasmidique. 
Les colonies résistantes à l'ampicilline sont repiquées et incubées une nuit à 
37°C dans 4ml de LB avec ampicilline. Le protocole proposé par Sambrook 
et al (1989), une modification des méthodes décrites par Birnboim et Doly 
(1979) et Ish-Horowicz et Burke (1981), est utilisé pour l'extraction rapide ~e 
l' ADN plasmidique. Celui-ci est ensuite digéré par les enzymes de 
restriction appropriées pour identifier les colonies transformées par le 
plasmide recombinant désiré. 
Pour obtenir une grande quantité d'ADN, on inocule lL de LB avec 
ampicilline avec la souche bactérienne voulue. Après 20 heures d'incubation 
à 37°C avec agitation (225 rpm), l'ADN estpurifié grâce au système 'Wizard 
Maxipreps" de Pro méga (lyse alkaline suivie d'une purification de l' ADN 
double brin sur une colonne d'hydroxyapatite). L'ADN est finalement élué 




La lignée cellulaire de souche scop-Tl (Rautmann et al, 1982) permissive pour 
Py, est utilisée pour les transfections. Ces cellules sont transformées par un 
génome de Py recombinant qui permet la synthèse constitutive des protéines 
précoces et notamment de l'antigène grand T, nécessaires pour complémenter 
dans la réplication les molécules possédant une origine Py et portant une 
mutation inactivant leur région précoce. Avant transfection, les cellules sont 
cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco et Freeman, 1959) contenant 10% 
de SVF, à une température de 37'C et en présence de 10% C02. 
B) Préparation de l'ADN. 
Pour tous les plasmides recombinants, le vecteur pAT153 est éliminé de la 
construction avant transfection grâce à une digestion Sal 1 (voir section 12). 
L'enzyme est ensuite inactivée pendant 20mn à 65°C et l' ADN est 
recircularisé par ligation intramoléculaire (section 5). 5µg d' ADN sont 
transfectés par pétri de lOcm de diamètre. 
C) Transfection au DEAE-dextran. 
Les cellules sont transfectées à une confluence de 70% selon la méthode 
proposée par Suss.man et Milman (1984). Deux modifications sont cependant 
apportées au protocole original: 
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1) des périodes d'incubation de 1heureà5% de C02 et de 3 heures à 
10% de C02 précèdent le choc au DMSO. 
2) le choc au DMSO est effectué avec du DMSO dilué à 10% dans du 
DMEM. 
Après transfection, les cellules sont incubées 6 jours à 33°C avec 10% de C02 
dans du DMEM contenant 10% de SVF. 
D) Extraction de l'ADN de faible poids moléculaire (PM). 
L'ADN est extrait des cellules selon la méthode de Hirt (1967). L'extrait est 
déprotéinisé par deux extractions au phénol-chloroforme (50:50) et une 
extraction au chloroforme-isoamyl alcool (24:1), précipité dans l'isopropanol 
et resuspendu dans l'eau distillée et filtrée. 
9. Buvardages. 
L' ADN de faible PM est traité par les enzymes appropriés, les fragments sont 
séparés sur gel d'agarose 0.8% et transféré sur une membrane de nylon 
Hybond N + (Amersham) à l'aide d'un appareil Vacuogene no.2016 
(Pharmacia/LKB), sous une pression de 45cm H20. L'ADN est dépuriné 
durant 20mn avec une solution de HCl de 0.25 N, puis dénaturé et transféré 
durant 1 heure avec un mélange de NaCl 1.5M, NaOH 0.5M. Après le 
transfert, la membrane est rincée lmn dans du SSC 5X (Na Cl 0.75M, citrate de 
sodium 0.075M) avant la préhybridation. 
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10. Marquage del' ADN in vitro. 
La méthode de Feinberg et Vogelstein (1983, 1984) est utilisée pour le 
marquage au dCTP - aP32 (3000 Ci/mmole, Amersham) à l'aide de la trousse 
''Multiprime Random Labelling" RPN.1601Y (Amersham). 25ng d'ADN sont 
utilisés pour la réaction, qui a lieu durant une nuit à température ambiante. 
La réaction est arrêtée en diluant le mélange 10 fois avec de l'eau. La 
radioactivité spécifique de la sonde est déterminée en précipitant 2µ1 du 
mélange réactionnel à l'acide trichloroacétique 5 % sur une membrane 
Whatman. La membrane est ensuite rincée à l'éthanol 95%, placée dans Sml 
de liquide à scintillation (ICN) et le nombre de cpm est déterminé à l'aide 
d'rm compteur à scintillation Beckman I.S250. 
11. Préhybridation, hybridation et lavages. 
La préhybridation et l'hybridation des membranes de nylon sont exécutées 
selon la méthode de van der Ploeg et Flavell (1980) en tenant compte des 
modifications apportées par Chartrand et al (1981). Les membranes sont 
ensuite lavées deux fois avec un mélange de SSC1X (NaCl 0.15M, citrate de 
sodium 0.015M), SDS 0.1 % durant 30mn et une fois avec du SSC1X durant 
30mn également. Finalement, les membranes sont séchées et mises à 
autoradiographier avec des films XRP-1 (Kodak) ou hyperfilm MP 
(Amersham), en présence d'écrans intensifiants et à -80°C. 
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12. Construction des ADN plasmidiques. 
Les constructions utilisées sont dérivées des molécules suivantes, dont les 
détails de fabrication sont décrits ailleurs (Nault et al, 1994a,b). 
0(4632)/B 1-20: 
Bl-20, c'est-à-dire Rml cloné au site Sal 1 dans pAT153, avec le fragment 46~2-
1192 du génome de la souche A3 de Py (Fried et al, 1975) cloné au site Bgl Il 
de 11ns (Fig. la; Nault et al, 1994b). 
KEnhA3-/Bl-20: 
Bl-20 où le fragment Kpnl-A(nt 4693-2176) de Rml a été remplacé par le 
fragment correspondant de A3, mais avec une inversion des nt 5026 à 52~1, 
c'est-à-dire de l'enhancer et donc du promoteur tardif (Fig. 2b; Nault et al, 
1994a). 
Bl-20 i'.\TC: 
Bl-20 où le fragment Kpnl-A de Rml a été remplacé par le fragment 
correspondant de A3, mais avec une délétion des nt 122 à 163, c'est-à-dire de 
la boîte TATA et du site C de fixation de grand T (Fig. 2a; Nault et al, 1994a). 
Bl-20 IT: 
Le fragment Kpnl-A de RmI dans Bl-20 a cette fois-ci été remplacé par le 
fragment correspondant de A3 portant une substitution de la boîte TA TA (nt 
120-127): cette dernière a été remplacée par huit nt dont 6 constituent un site 
de restriction pour l'enzyme Mlu I (Nault et al, 1994a). 
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Les molécules suivantes ont été construites spécialement en vue du travail 
présenté. Pour les 7 premières molécules (a - 9), une réaction PCR a été 
effectuée avec les amorces ERLI et ERRI (section 2). Le fragment obtenu, qui 
va du rit 4632 au nt 1192, contient une mutation tardive (Pl-) ou précoce 
ŒT, .1TC, .1BT) ou pas de mutation, selon que la matrice utilisée dans le PCR 
est un mutant ou non. Le fragment est ensuite traité par BamHl (site présent 
dans les amorces, voir section 2) pour être cloné au site Bgl Il, situé au nt-657 
de l'Ins dans Bl-20 ou dans une des molécules qui en sont dérivées. Les 
cartes physiques de toutes les molécules transfectées sont montrées à la figure 
7. 
a) 0(4632)/Bl-20Pl-
La souche A3 (M. Fried, 1965) a été utilisée comme matrice pour la synthè.se 
par PCR du fragment 4632-1192, qui a été cloné au site Bgl II de KEnhA3-B1-
20. 
b) 0(4632)~T /Bl-20Pl-
Bl-202.T a servi de matrice pour le PCR sur la région 4632-1192. Le fragment 
obtenu a été cloné au site Bgl II de KEnhA3-Bl-20. 
c) 0(4632}Pl-/Bl-20 
Le fragment PCR allant du nt 4632 au nt 1192 a été synthétisé en utilisant 
KEnhA3-Bl-20 comme matrice et a été cloné au site Bglll de Bl-20. 
d) 0(4632)Pl-/B1-20Pl-
Le fragment 4632-1192 portant la mutation Pl- (obtenu tel que décrit en c)) a 
été cloné au site Bgl II de KEnhA3-B1-20. 
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e) 0(4632)Pl-/B1-20ATC 
Le fragment correspondant aux nt 4632-1192 et portant la mutation Pl-, obtenu 
tel que décrit précédemment, a été cloné au site Bgl II de B1-20ATC. 
f) 0(4632)/B1-20ATC 
Un PCR exécuté sur A3 (M. Fried, 1965) a été utilisé pour obtenir le fragment 
correspondant au nt 4632-1192, fragment inséré au site Bgl II de B1-20ATC. . 
g) 0(4632)/B1-20ABT 
Le fragment décrit en f) a été cloné cette fois-ci au site Bgl II de B1-20ABT. 
Pour faire les deux dernières molécules (h et i), un PCR avec les amorces 
DJ7bis et PB4632 (section 2) a été utilisé pour synthétiser un fragment alla.nt 
du nt 3407 au nt 4632. Après digestion des extrémités par BamHl et Bgl Il 
(voir section 2), le fragment de 1.2Kb résultant a été cloné au site Bgl II de 
l'Ins, dans deux molécules différentes. 
h) 1.2/Bl-20 
Le .fragment décrit ci-dessus a été cloné au site Bgl II de Bl-20. 
i) 1.2/B1-20Pl-
Le fragment de l.2Kb décrit ci-dessus a été cloné au site Bgl II de 
IŒnhA3-Bl-20. 
Dans toutes les molécules décrites, le fragment cloné dans l'Ins et la région 
homologue dans le génome du haut sont en répétition directe. Tel que décrit 
à la section SB, les molécules sont digérées par l'enzyme Sail et recircularisées 
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avant transfection pour éliminer les séquences de pAT153. Les molécules 
résultantes portent la notation Rml au lieu de Bl-20 (0(4632)/Rml, 
0(4632)/RmIPl-, etc.). Pour plus de simplicité, la nomenclature Rml sera 
utilisée ·dans le reste du mémoire et les cartes physiques montrées 
représenteront les molécules telles qu'elles ont été transfectées (voir Fig. 7). 
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Figure 7: Cartes physiques des molécules utilisées. 
Tous les plasmides recombinants sont digérés par l'enzyme Sal I avant 
transfection pour enlever les séquences pAT 153. Le reste de la molécule est 
ensuite recircularisé par ligation (voir section SB) et transfecté. Pour plus de 
simplicité, toutes les cartes physiques représentent les molécules telles que 
transfectées. Leur nom, qui apparaît au centre de la molécule, est composé 
de deux parties, séparées par un tiret. La première décrit la nature de l'insert 
d'ADN cloné au site Bgl II de Rml (nt-657 dans Ins)et s'il y a lieu, la mutation 
qu'on y trouve. La deuxième réfère à la composante Rml de la molécule, 
précisant aussi s'il y a mutation d'éléments régulateurs dans le génome de 
P155. La taille de YADN en Kb est spécifiée au centre de chaque molécule. 
Les sites de restrictions qui ont été utilisés lors du clonage ou lors de 
l'analyse d'ADN après transfection sont indiqués. Chaque motif ou couleur 
employé dans la carte représente des séquences qui sont spécifiées dans la 
légende. L'inversion du promoteur tardif ou mutation Pl- (flèche), les 
délétions dans le promoteur- précoce (.6.BT et .6.TC) et la substitution de la 





• répétitions S 
• homologies L 
lftt{.1 région lns 
01 
(IJ/5351) 
0(4632) / Rml 





0(4632) I Rml Pl-




l: T (0/5351 ) 



















0( 4632 ) Pl- / Rml . 
( 9016 pb) 
02 
(~) 
0( 4632 )IT/ Rml Pl-







0(4632) I Rmlb.BT 
{ 8971 pb) 
02 
(0/5295 l 
0( 4632) Pl- / Rml Pl-









0(4632) I Rml.6.TC 
( 8972 pb) 
01 
Ac (0/5351 J 
02 
(()'5295, 
0(4632) Pl-/ RmlD.TC 
















1.2 / Rml 
( 8386 pb) 
llomHI 3407 
(-10S5) 
1.2 I Rml Pl-
( 8386 pb) 
3407 
Eool!V , .... , 
3407 






Dans 0(4632)Pl-/RmII.T, l'existence de deux événements transcriptionnels 
convergents dans la partie droite de la molécule et l'absence de transcription 
dans la partie de gauche de la molécule pourraient être reliées à la 
production exclusive du produit R qui doit contenir les régions transcrites 
(voir Fig. 6 et Introduction). Pour vérifier cette hypothèse, la moléc~e 
0(4632)I.T /RmIPl- a été construite (Fig. 7). Cette molécule possède les 
mêmes mutations que 0(4632)Pl-/RmII.T (Fig. 5), sauf que la mutation 
précoce I.T est située près de 02 tandis que l'inversion du promoteur tardif 
{Pl-) est près de 01. Il y a donc mutation d'éléments régulateurs de la 
transcription dans la partie droite de la molécule, de façon opposée à 
0(4632)Pl-/RmII.T, où les mutations sont situées dans la partie gauche de .la 
molécule (Fig. 7). En conséquence, si l'explication pour l'absence du produit 
L (4.9Kb) chez 0(4632)Pl-/RmII.T proposée ci-dessus est exacte, on 
s'attendrait à n'observer que ce produit et non le produit R (4.lKb) chez 
0(4632)2,T /RmIPl-. Le contrôle positif 0(4632)/Rml, ainsi que la molécule 
0(4632)/RmIPl- (Fig. Sb), qui vérifie l'effet d'une seule mutation Pl- près de 
01, ont été transfectés dans des cellules scop-Tl avec les mutants doubles 
0(4632)2,T /RmIPl- et 0(4632)Pl-/RmII,T. L'analyse des produits de 
recombinaison (Tableau 1 et Fig. Sa) démontre que, tel qu'attendu, la SR n'est 
efficace que dans 0(4632)/Rml puisque les autres molécules ont des 
mutations dans le génome du haut. En effet, P155 (5.3Kb) n'est présent que 
dans la piste 1 de chaque digestion, correspondant à 0(4632)/Rml. D'autre 
part, les deux mutants doubles, 0(4632)2,T /RmIPl- et 0(4632)Pl-/Rml2,T, ne 
se comportentpas de la même façon du point de vue de la LR. Le contrôle 
positif 0(4632)/Rml (piste 1) subit la LR pour former leproduit L (4.9Kb, 
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Tableau 1: Susceptibilité de 0(4632)/Rml, de ses dérivés et de leurs 
produits potentiels de recombinaison aux enzymes de 
restrictions Sal 1, EcoRV et Bamffi. 
ADN Nombre de site S de restriction dans l' ADN 
Sal 1 EcoRV Barn HI 
P155 (5.3Kb) 1 1 1 
B (3.7Kb) - - 1 
L (4.9Kb) 1 - 1 
R (4.lKb) - 1 1 
S (9.0Kb) 1 1 2 
Un tiret indique qu'auctU\ site n'existe dans la molécule. 
Abréviations: B: 1'bottom product"; produit du bas de la SR 
L: 11eft product"; produit de gauche de la LR 
R: 1light producf'; produit de droite de la LR 
S: substrat, c'est-à-dire la molécule transfectée; 
0(4632)/Rml ou n'importe lequel de ses dérivés. 
Notez qu'il y a deux sites BamHI dans le substrat, qui est coupé en deux 
fragments de 4.SI<b chacun par cette enzyme. 
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Figure 8: Analyse de la réplication et de la recombinaison de 0(4632)/Rml, 
0(4632)/RmIPl-, 0(4632)l:T /RmIPl- et 0(4632)Pl-/Rmll:T. 
a. L'ADN a été transfecté, extrait des cellules, digéré, passé sur gel, buvardé 
et hybridé tel que décrit (Matériels et Méthodes) La sonde Ori, 
correspondant aux nt 4632-1192 du génome de la souche A3 de Py, a été 
utilisée. Les enzymes de restriction employées, Sal I, EcoRV et Bamffi, 
sont indiquées au-dessus des pistes correspondantes. Un résumé de la 
susceptibilité du substrat et des produits de recombinaison à la digestion 
par les enzymes de restriction est fournit dans le tableau 1. La taille en Kb 
du ou des fragments du substrat est indiquée à gauche de la figure. La 
taille des produits de recombinaison formés est indiquée à droite. 
Certaines bandes dont l'origine est inconnue, représentant de l'ADN non 
digéré ou de l'hybridation non spécifique, peuvent apparaître; leur 
identité ne sera pas discutée. Une échelle de poids moléculaire apparaît 
dans la piste de gauche de la figure. 
Piste l: 0(4632)/Rml 
Piste 2: 0(4632) /RmIPl-
Piste 3: 0(4632)l:T /RmIPI-
Piste 4: 0(4632)Pl-/Rmll:T 
b. Carte physique des molécules transfectées. 
La symbolique, les mutations et les sites de restrictions utilisés ont été 
décrits à la figure 7. 
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digestion Sal I) et le produit R (4.lKb, digestion EcoRV). Par contraste, seul 
le produit R est formé avec 0(4632)Pl-/RmII,T (piste 4). Par contre, chez 
0(4632)/RmIPl- et 0(4632)I,T /RmIPl- (piste 2 et 3), on retrouve à nouveau les 
deux produits, L et R. Donc, ces deux molécules se comportent comme 
0(4632)/Rml. On note, cependant, que dans les pistes 4, la bande 
correspondant au substrat est faible en comparaison aux autres molécules 
transfectées. On pourrait supposer que le produit Lest formé normalement 
mais que sa quantité est trop faible pour être détectée, puisque toute autre 
variable mise à part, la quantité de produit de recombinaison formée est 
proportionnelle à la quantité de substrat formé lors d'une transfection. 
Cependant, si tel était le cas, le produit R devrait également être absent. Or, 
dans la piste 4 (digestion EcoRV et BamHI), on note au contraire que le 
produit Rest formé très efficacement si on considère la quantité de subsn:at 
présent. Donc, fabsence de L ne peut être expliquée par le seul fait que la 
quantité de 0(4632)Pl-/RmU:T est faible. Il est toutefois possible qu'il y ait 
formation d'une petite quantité non détectable du produit L. Malgré ceci, le 
déséquilibre prononcé entre la quantité de L et de R formée avec 0(4632)Pl-
/RmU:T reste une particularité unique à cette molécule. Le fait qu'il y ait 
formation du produit L chez 0(4632)I,T /RmIPl-, comme pour 0(4632)/Rml, 
va à l'encontre de l'hypothèse émise plus haut. En effet, 0(4632)I,T /RmIPl-
possède deux mutations affectant des transcriptions convergentes d'un côté 
de la molécule, tout comme 0(4632)Pl-/RmII,T. Pourtant, la formation du 
produit R, correspondant aux séquences affectées dans la transcription chez 
0(4632)I,T /RmIPl-, n'est pas bloquée, tandis que celle du produit L est 
bloquée chez 0(4632}Pl-/RmII,T. On peut donc conclure, d'après 
0(4632)I,T /RmIPI-, qu'il n'est pas suffisant de muter les éléments régulateurs 
de deux transcriptions convergentes pour bloquer la formation du produit 
26 
de la LR qui contient les séquences dont la transcription est affectée. 
L'explication du phénotype de 0(4632)Pl-/RmII.T reste donc à trouver et, à 
côté de 0(4632)I,T /RmIPl-, d'autres constructions semblent nécessaires pour 
comprendre le mécanisme de la LR. 
Il a été démontré que, lors de la transcription, l'ADN en amont du complexe 
transcriptionnel a une superhélicité négative, tandis que l' ADN en aval 
accumule une superhélicité positive (Liu et Wang, 1987; Wu et al, 1988). De 
plus, l' ADN ayant une superhélicité positive accrue présente une 
conformation de la chromatine similaire à celle de gènes très actifs 
transcriptionnellement (Lee et Garrard, 1991). Nous avons donc envisagé que 
la superhélicité positive associée à la transcription pouvait être importante 
pour la recombinaison. En effet, chez Rml, comme dans le modèle propo~é 
pour 0(4632)Pl-/RmII.T (Fig. 6), l'existence d'une transcription 
bidirectionnelle (à partir soit de 01, soit de 01 et 02), donc de deux vagues 
de superhélicité positive se propageant l'une à la rencontre de l'autre, 
pourrait créer une tension dans la molécule conduisant à la recombinaison S 
ou L, selon le cas. Ainsi, la modification d'éléments régulateurs de la 
transcription qui résulte en un blocage de la recombinaison chez Rml (Nault 
et al, 1994a) pourrait agir en empêchant la molécule d'accumuler des 
supertours positifs simultanément dans des régions homologues. Dans la 
molécule 0(4632)/Rml (Fig. 3a), la transcription peut être initiée 
simultanément dans deux promoteurs d'orientations opposées situés dans 
chacune des deux régions régulatrice. Pour 0(4632)Pl-/RmII.T et 
0(4632)I,T /RmIPl- (Fig. 7 et 8), la chose est possible mais seulement d'un côté 
de la molécule, si on présume que les mutations effectuées bloquent 
l'initiation de la transcription (Fig. 6). Dans tous les cas, il peut y avoir 
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accumulation de supertours positifs dans des régions d'homologie puisqu'il 
y a présence de transcription dans des directions opposées. Pour vérifier 
l'hypothèse de deux vagues convergentes de supertours positifs, comme 
éléments stimulant la recombinaison de type L, une molécule dérivée de 
0(4632)/Rml, dans laquelle les deux promoteurs tardifs sont inversés, a été 
construite (Fig. 9b). Dans cette molécule, 0(4632)Pl-/Rm1Pl-, seules les deux 
transcriptions précoces, partant de 01 et 02 sur le même brin et dans .la 
même orientation, sont intactes. Il est donc probable que cette molécule 
présente une conformation unique, puisque le surenroulement positif créé en 
aval par une ARN polymérase partant de 01, par exemple, serait au moins 
partiellement dissipé, par voie de diffusion (Liu et Wang,1987), par la 
superhélicité négative créée en amont d'une polymérase partant près de 02. 
Avec 0(4632)Pl-/Rm1Pl-, les molécules 0(4632)Pl-/Rml et 0(4632)/RmIPl-
ont été transfectées comme contrôles pour l'effet individuel de chaque 
mutation sur la recombinaison (Fig. 9b). À la figure 9a, si on compare les 
molécules mutées au contrôle positif 0(4632)/Rrnl, qui produit du PlSS 
(S.3Kb) par SR ainsi que les deux produits de la LR, L (4.9Kb, digéré par Sal I 
et BamHI) et R (4.lKb, digéré par EcoRV et BamHI), plusieurs observations 
peuvent être faites. Premièrement, la molécule 0(4632)Pl-/Rml (piste 3) se 
comporte comme 0(4632)/RmI (piste 1), sauf que la production de P155 
semble plus grande. Certaines considérations peuvent suggérer une 
explication pour cet effet. Dans 0(4632)/Rml, on peut imaginer que les 
complexes transcriptionnels se déplaçant à partir de la région régulatrice du 
bas peuvent avoir un effet sur la tension ou la conformation de l'ADN au 
niveau des répétitions S, ce qui diminuerait la recombinaison S. Ainsi, dans 
0(4632)Pl-/Rml, l'inversion du promoteur tardif près de 02 pourrait 
diminuer ou éliminer l'interférence que la transcription tardive 
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correspondante pourrait avoir sur la SR. Un deuxième point ressort en 
regardant la figure 9a. Les molécules 0(4632)/RmIPl- et 0(4632)Pl-/RmIPl-
(piste 2 et 4) sont déficientes dans la SR comme le révèle f absence de P155 
(5.3Kb) dans les pistes correspondantes. Ceci confirme les résultats obtenus 
avec la molécule à génome unique RmIPl- et démontre que l'introduction 
d'une deuxième région intergénique non mutée, tel qu'accompli dans 
0(4632)/RmIPl-, ne peut pallier Yabsence de SR chez RmIPl-. Finalement, au 
niveau de la LR, les molécules mutantes se comportent toutes comme 
0(4632)/Rml, formant les produits L (4.9Kb) et R (4.lKb). Ceci est le cas 
même pour 0(4632)Pl-/RmIPl- où tous les éléments de transcription sur la 
molécule sont orientés (théoriquement) dans le même sens (Fig. 9a). 
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Figure 9: Analyse de la réplication et de la recombinaison de 0(4632)/Rml, 
0(4632)/RmIPl-, 0(4632)Pl-/Rml et 0(4632)Pl-/RmIPl-
a. L'ADN a été préparé et hybridé avec la sonde Ori tel que décrit dans la 
légende de la figure Ba. La taille des bandes représentant le substrat et 
les produits de recombinaison (à droite) après la digestion enzymatique 
sont indiquées à gauche et à droite de la figure, respectivement. On 
retrouve dans la piste de gauche le marqueur de poids moléculaire. 
Piste 1: 0(4632)/Rml 
Piste 2: 0(4632)/RmIPl-
Piste 3: 0(4632)Pl-/Rml 
Piste 4: 0(4632)Pl-/RmIPl-
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Les molécules présentées dans les sections précédentes avaient été construites 
pour vérifier si certaines caractéristiques structurales de 0(4632)/Rml et du 
premier mutant double 0(4632)Pl-/Rmn:T étaient à la base de leur 
comport"ement au niveau de la recombinaison L. Ces expériences ont fourni 
des informations sur l'interaction entre les deux régions intergéniques et 
l'effet résultant sur la recombinaison SR. De plus, à la lumière des résultats 
obtenus, il estpossible d'exclure l'hypothèse que l'absence du produit L ch~z 
0(4632)Pl-/RmILT soit due à la mutation des deux promoteurs régulant la 
transcription dans la partie gauche de la molécule. La même altération a été 
faite pour la partie droite chez 0(4632)LT /Rml Pl- et celui-ci forme tout de 
même le produit R. En recherchant une différence entre 0(4632)Pl-/RmirT 
et 0(4632)LT /RmIPl- qui pourrait expliquer leurs profils de recombinaison 
distincts, on remarque que la première molécule 0(4632)Pl-/RmirT ~st 
présumément affectée dans sa capacité de synthèse des protéines précoces, 
grand T, moyen Tet petit T, puisque la boîte TATA est substituée dans le 
génome du haut, qui contient toutes les séquences codantes (Fig. 13). Cela est 
confirmé par l'incapacité de 0(4632)Pl-/RmII.T à se répliquer dans des 
cellules de souris 3T6, qui n'apportent pas de protéines virales précoces en 
trans (C. Nault, communication personnelle). Par contraste, le promoteur 
viral précoce dans 0(4632)I,T /RmIPl- ne contient pas de mutation et la 
molécule peut synthétiser ses propres protéines précoces, notamment 
l'antigène grand T. Il est donc possible que, malgré la présence d'un grand T 
fourni constitutivement lors de la transfection dans les cellules scop-Tl, il soit 
nécessaire qu'une molécule procède activement à la synthèse de ses propres 
protéines précoces pour que la recombinaison LR ait lieu. D'ailleurs, des 
résultats obtenus avec une molécule Rmlcodantpour un grand T détruit par 
mutations et transfectée dans des scop-T1, ont montré que la SR était affectée 
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dans cette molécule (S.Veilleux, communication personnelle). Il se pourrait 
que la LR, elle aussi, dépende en partie d'un grand T actif codé par la 
molécule (voir Discussion). Si l'absence de synthèse de grand T jouait un 
rôle ess.entiel dans la LR, toute molécule ayant une mutation dans le 
promoteur viral précoce du génome du haut devrait se comporter comme 
0(4632)Pl-/Rm!l:T au niveau de la LR. Dans des essais CAT effectués avec 
les mutants précoces de Rml (Nault et al, 1994a), la mutation ATC est celle q:ui 
diminuait le plus fortement le taux de transcription précoce. La molécule 
RmlATC ne se réplique d'ailleurs pas dans les 3T6, mais seulement dans les 
scop-T1 et présente un taux de SR très diminué (voir Introduction). La 
mutation ATC a donc été introduite près de 01 dans 0(4632)/Rml pour 
évaluer sont impact sur la LR. À titre de comparaison, la mutation ABT a été 
introduite de façon similaire dans 0(4632)/Rml. Cette mutation diminue la 
SR quelque peu et diminue la transcription précoce d'après les essais CAT, 
mais n'empêche pas la synthèse de grand T puisque la molécule RmIABT se 
réplique dans les cellules 3T6 (C. Nault, communication personnelle). La 
molécule résultante 0(4632)/RmIABT partage donc jusqu'à un certain point 
la déficience de 0(4632)/RmIATC (Fig. lOb) au niveau de la transcription 
précoce et de la SR, mais réussit quand même à synthétiser du grand T et 
constitue ainsi un contrôle positif pour cette propriété particulière. Le 
résultat de la transfection de 0(4632)/RmIABT et de 0(4632)/RmIATC est 
montré à la figure lOa. On peut noter que, comme prévu, 0(4632)/RmIATC 
(piste 2) ne produit pas de P155. Cependant les deux mutants précoces se 
comportent visiblement comme 0(4632)/Rml au niveau de la LR, puisqu'ils 
forment les deux produits de recombinaison (4.1et4.9Kb). La mutation 
dupromoteur précoce dans 0(4632)Pl-/RmILT ne peut donc à elle seule 
expliquer l'absence du produit L puisque 0(4632)/RmIATC se recombine 
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Figure 10: Analyse de la réplication et de la recombinaison de 
0(4632)/Rml, 0(4632)/RmIATC et 0(4632)/RmIABT. 
a. L' ADN préparé comme décrit dans les figures précédentes a été hybridé 
avec la sonde Ori. On retrouve à gauche la taille des fragments du 
substrat, à droite la taille des produits de recombinaison. 
Piste 1: 0(4632)/Rml 
Piste 2: 0(4632)/RmIATC 
Piste 3: 0(4632) /RmIABT 
(voir Tableau 1) 
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normalement du point de vue de la LR. 
Puisque que la molécule 0(4632)/RmIATC, qui est déficiente par rapport à la 
production de grand T, forme les deux produits de la LR, il restait deux 
hypothèses à envisager pour expliquer l'absence du produit L chez 
0(4632)Pl-/Rmll:T. 
1) C'est la combinaison d'une mutation précoce dans le génome du haùt, 
codant pour les protéines virales précoces, avec une inversion du promoteur 
tardif dans le génome du bas, qui est à la base du phénotype de 
0(4632)Pl-/Rmll:T. 
2) Il y a une anomalie propre à la molécule qui est responsable de l'absence 
du produil L, mais celle anomalie n'affecte pas la réplication en présence çle 
grand T ni la fom1ation du produit R. 
La première possibilité pouvait être vérifiée en construisant la molécule 
0(4632)Pl-/RmIATC (Fig. 11), qui est presque identique à 0(4632)Pl-/Rmll:T. 
La mutation précoce ATC a été sélectionnée à cause de son effet marqué sur la 
transcription lors des essais CAT, comme mentionné précédemment. 
0(4632)Pl-/RmIATC a été transfecté avec les molécules 0(4632)Pl-/Rml et 
0(4632)/RmIATC comme contrôles pour chacw1e des mutations. Dam; lt:s 
pistes 1 et 2 de la figure 11, la production de L (4.9Kb, digestion Sal I), de R 
(4.1Kb, digestion EcoRV) et de P155 (5.3Kb, toutes les digestions) est 
'1 pparenle pour les molécules contrôles 0(4632) /RmI d 0(4632)Pl-/Rml. Il 
est à noter que 0(4632)Pl-/Rml démontre à nouveau w1e production de P155 
particulièrement élevée. Dans les pistes 3 et4, on note pour 0(4632)/RmIATC 
et 0(4632)Pl-/RmIATC un patron de recombinaison similaire: en effet, les 
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Figure 11: Analyse de la réplication et de la recombinaison de 
0(4632)/Rml, 0(4632)Pl-/Rml, 0(4632)/Rml.l\TC et 
0(4632)Pl-/Rml.l\TC. 
a. L'ADN a été préparé et hybridé avec la sonde Ori, comme décrit 
précédemment. 
Piste 1: 0(4632)/Rml 
Piste 2: 0(4632)Pl-/Rml 
Piste 3: 0(4632/Rml.l\TC 
Piste 4: 0(4632)Pl-/RmIATC 
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deux produits de la LR sont visibles pour chaque molécule. Le mutant 
double 0(4632)Pl-/RmIATC se comporte donc de façon distincte de 
0(4632)Pl-/RmII,T. Une observation intéressante émerge de l'examen des 
produits de la SR pour les deux dernières molécules. Dans toutes les 
expériences, les molécules portant une mutation précoce dans le génome du 
haut, comme celles-ci, ne produisent pas de P155, ou en font très peu par 
rapport au contrôle. Ceci est le cas ici.. Cependant, on peut noter q~e 
0(4632)/RmlATC (piste 3), qui a une région intergénique intacte en bas de la 
molécule, n'a formé aucun P155, tandis que 0(4632)Pl-/RmIATC en a formé 
une faible quantité. Encore une fois, comme pour 0(4632)/Rml et 
0(4632)Pl-/Rml (pistes 1 et 2), la SR semble mieux fonctionner s'il y a 
mutation dans le génome du bas. Puisque 0(4632)Pl-/RmlATC forme les 
deux produits de la LR, on doit admettre qu'une anomalie dans .la 
construction de la molécule 0(4632)Pl-/RmII.T peut expliquer les résultats 
obtenus avec celle-ci Alternativement, la mutation I.T pourrait avoir un 
effet plus drastique que la mutation ATC, possibilité que nous n'avions pas 
envisagée auparavant étant donné que RmII.T et RmIATC présentaient la 
même déficience au point de vue de la SR et que RmIATC était affecté plus 
sévèrement que Rml.I.T au niveau de la transcription précoce, d'après les 
essaisCAT. 
L'introduction de la mutation I.T dans le promoteur précoce de la région 
régulatrice du bas n'a pas d'effet sur la LR dans la molécule 
0(4632)I,T /Rml Pl-. De la même façon, l'inversion du promoteur tardif près 
de 02 dans 0(4632)Pl-/Rml, 0(4632)Pl-/RmI Pl- et 0(4632)Pl-/RmIATC 
n'empêche pas la LR. Il semble donc que les séquences régulatrices situées 
près de 02 ne jouent pas un rôle déterminant dans la LR. En fait, trois 
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possibilités se présentaient à nous: 
1) dans la région du bas, un seul élément régulateur non muté est nécessaire 
pour.intervenir dans la LR. 
2) la région intergénique du bas est importante pour la fixation de facteurs 
stimulant la LR, mais Yactivité transcriptionnelle en elle-même n'est pas 
requise. 
3) la région intergénique du bas ne joue aucun rôle particulier dans la LR, ni 
au niveau de la fixation de facteurs impliqués dans la recombinaison ni au 
niveau de la transcription; sa seule fonction est de présenter une 
homologie avec la région correspondante dans le génome du haut. 
Cette troisième possibilité pouvait être vérifiée aisément en introduisant dans 
Rml une région de Py ne contenant ni origine de réplication, ni élémel).ts 
régulateurs connus. Répondant à ces critères, 1.2Kb de séquences virales 
s'étendant du nt 3407 au nt 4632 ont été insérés au site Bgl II de Rml. La 
molécule résultante, 1.2/Rml (Fig. 12b) peut subir la SR et former ainsi du 
P155. D'autre part, un événement de recombinaison entre la région de 1.2Kb 
et son homologue dans le génome du haut doit engendrer un produit 
ampli.fiable de 6.lI<b, analogue au produit L chez 0(4632)/Rml et un produit 
de 2.3Kb analogue au produit R, non ampli.fiable puisqu'il n'y a pas d'origine 
de réplication dans la région de 1.2Kb (Fig. 12b). L'absence du produit de 
6.lI<b indiquerait donc que la LR nécessite la présence d'au moins un 
élément régulateur dans la région du bas. Après la procédure habituelle 
(Matériels et Méthodes), l' ADN transféré sur membrane a été hybridé avec 
trois sondes radioactives reconnaissant différentes régions de Rml pour 
confirmer Yidentité des produits. Une des sondes représente des séquences 
de la partie gauche de Ins, qui doivent se retrouver dans le produit de 6.lKb 
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Figure 12: Analyse de la réplication et la recombinaison de Rml, 1.2/ Rml et 
1.2/RmIPl-. 
a. L' AON a été préparé comme décrit précédemment. La taille du substrat 
(à gauche) et des produits de recombinaison (à droite) est indiquée (voir 
Résultats). Dans toutes les pistes, l'ADN est digéré par l'enzyme Sal 1. 
Trois sondes sont utilisées: sonde Ins gauche (pistes 1, 2, 3); sonde Ins 
droit (pistes 4, 5, 6); sonde Ori (pistes 7, 8, 9) (voir Résultats). 
Rml: pistes 1, 4, 7; 1.2/Rml: pistes 2, 5, 8; 1.2/RmIPl-: pistes 3, 6, 9 
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de la LR pour 1.2/Rml; une deuxième sonde représente des séquences de la 
partie droite de Ins, qui se retrouvent dans le produit non amplifiable de 
2.3Kb; la troisième sonde est la sonde Ori utilisée jusqu'ici (Matériels et 
Méthodes), qui se retrouve dans P155 et dans le produit de 6.1Kb (Fig. 12b). 
Les trois sondes reconnaissent aussi les molécules de départ, RmI (7.1Kb) et 
1.2/Rml (8.4Kb), comme le montre la figure 12a (piste 1, 4, 7 et piste 2, 5, 8 
respectivement). On peut observer le produit de 6.1Kb dans les pistes 2 et 8 
qui sont hybridées avec les sondes Ins gauche et Ori, respectivement, mais 
pas dans la piste 5 hybridé avec la sonde Ins droite. Tel qu'attendu, on 
observe aussi la formation de P155 pour Rml (piste 7) et 1.2/Rml (piste 8) 
quand on hybride avec la sonde Ori, mais pas quand on hybride avec les 
sondes Ins. On peut donc conclure qu'une séquence homologue non 
régulatrice placée dans l'Ins de Rml est suffisante pour induire une 
recombinaison avec la région correspondante dans le génome du haut. Des 
trois possibilité citées plus haut, la troisième semble donc la bonne. Par 
ailleurs, en introduisant une mutation dans un des deux promoteurs présents 
dans 1.2/Rml, il était possible de déterminer si, comme le démontre 
0(4632)Pl-/Rml Pl- par rapport à 0(4632)/Rml (Fig. 9) la transcription 
bidirectionnelle à partir de la région intergénique du haut est requise pour la 
SR mais non pour la LR. Pour ce faire, le promoteur tardif de 1.2/Rml a été 
inversé. La molécule résultante, 1.2/RmIPl- (Fig. 12b), conserve une 
transcription non affectée, la transcription précoce partant de l'unique région 
intergénique située en haut de la molécule. L'effet sur la LR d'un seul 
élément régulateur restant non muté dans la molécule a donc été évalué, en 
utilisant encore une fois les trois sondes, Ins gauche, Ins droit et Ori. À la 
figure 12a, on peut noter une faible production du produit de la LR (6.lKb) 
de 1.2/RmIPl-, quand l'ADN est hybridé avec les sondeslns gauche et Ori 
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(pistes 3 et 9, respectivement). De plus, avec la sonde Ori qui illumine P155, 
on note l'absence totale de ce produit chez 1.2/Rml Pl- (piste 9) en 
comparaison avec Rml et 1.2/Rml (piste 7 et 8). Comme prévu, la sonde Ins 
droit n'hybride ni avec le 6.lKb, ni avec P155. De ces résultats, deux 
conclusions peuvent être tirées. Premièrement, la transcription 
bidirectionnelle est nécessaire pour la SR, mais non pour la LR, chez 12/Rml 
comme chez 0(4632)/Rml. Deuxièmement, la LR a toujours lieu, bien qµe 
moins efficacement, dans une molécule n'ayant plus qu'une seule 
transcription non affectée, telle que 1.2/Rml Pl-. Donc, la LR peut se 
produire dans une molécule avec une seule région régulatrice possédant un 
seul élément promoteur non muté. 
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DISCUSSION 
lm pact sur la LR de la mutation d'éléments régulateurs de la transcription. 
De nombreux résultats indiquent qu'il y a une corrélation entre le potentiel 
de l' ADN à être transcrit et son niveau de recombinaison, autant chez la 
levure (Voelkel-Meinman, 1987; Stewart, 1989) que chez les mammifères 
(Schlissel et Baltimore, 1989; J. Nickoloff, 1992; Leung et Maizels, 1992). Les 
résultats indiquant que, dans des cellules de souris, la recombinaison S chez 
Rml est dépendante de la présence et/ ou de l'activité des promoteur viraux 
précoce et tardif (Nault et al, 1994a) mettent également en évidence une 
corrélation entre la transcription et la recombinaison. La recombinaison L, 
observée dans 0(4632)/Rml (Fig. 3b), s'est révélée affectée dans 0(4632)~1-
/Rml l:T, où seul le produit R est détectable (Nault et al, 1994b). Les mêmes 
mutations qui affectent la SR semblent donc altérer la LR également. Le 
modèle proposé par Nault et al (1994b) suggère que les deux mutations, non 
par leur nature mais parce qu'elles affectent deux transcriptions de polarité 
convergente impliquant la partie gauche de la molécule, sont responsables 
du patron de recombinaison L de 0(4632)Pl-/Rmn:T (voir Introduction et 
Fig. 6). Mon travail a donc consisté d'une part à tester le modèle de la figure 
6, à l'aide de différentes constructions, d'autre part à essayer d'analyser les 
ressemblances entre LR et SR, avec les mêmes constructions et certaines 
autres. Le modèle a d'abord été exploré avec 0(4632)I.T /RmIPl-, une 
molécule dans laquelle les éléments régulateurs non affectés sont polarisés 
vers le côté gauche de la molécule plutôt que vers la droite comme dans 
0(4632)Pl-/Rm!l:T. 0(4632)l:T /RmIPl- subit pourtant une recombinaison L 
normale, démontrant que la polarité des éléments régulateurs mutés ou 
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intacts dans 0(4632)Pl-/RmII.T n'explique pas à elle seule l'absence de 
formation du produit L dans cette molécule. D'autres facteurs devaient donc 
être impliqués. Par exemple, une caractéristique unique à 0(4632) Pl-
/RmII.T est son incapacité, due à la mutation I,T, à diriger la synthèse d'une 
quantité de protéine grand T lui permettant de se répliquer dans les cellules 
3T6. L'absence du produit L pourrait être reliée à cette déficience. 
Cependant, 0(4632)/RmIATC, une molécule également affectée dans _la 
production de grand T, démontre une formation normale des produits L et R 
(Fig. 10). Puisque les deux mutations I.T et ATC diminuent de façon 
similaire la transcription lors des essais CAT (Nault et al, 1994a) on peut 
penser qu'elles ont le même effet sur la production de grand T et que la 
diminution de cette dernière n'est pas responsable du phénotype de 
0(4632)Pl-/RmII.T. À la lumière de ces résultats, la prochaine étape était ~e 
vérifier si l'absence du produit L chez 0(4632)Pl-/RmII.T reposait sur la 
combinaison d'une mutation précoce dans le génome du haut et d'une 
mutation tardive dans celui du bas. Cette hypothèse s'est révélée inexacte, 
puisque les produits L etRsontformés avec la molécule 0(4632)Pl-/RmlATC 
(Fig. 11). Le patron de la LR dans 0(4632)Pl-/RmII.T n'est donc pas associé 
de façon générale à la combinaison de transcriptions convergentes d'un côté 
de la molécule avec absence de transcription de l'autre côté, ni à une 
mutation bloquant la synthèse de grand T ni avec une telle mutation dans le 
génome du haut associée à une mutation Pl- dans la région du bas. Ainsi, 
l'ensemble des résultats suggèrent que la molécule 0(4632)Pl-/RmII,T, sur 
laquelle repose le modèle de la figure 6, est peut-être un cas à part explicable 
par une caractéristique spécifique à cette construction. Le patron de la LR 
particulier à 0(4632)Pl-/RmII.T pourrait reposer sur un défaut de la 
molécule qui a échappé à la caractérisation par enzymes de restriction. Il 
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faudrait séquencer la molécule pour le découvrir. Si tel était le cas, il serait 
intéressant de connaître la nature d'une mutation ne bloquant que la 
formation de L, mais n'empêchant ni la formation de R, ni la réplication de la 
moléculé dans les cellules scop-Tl. Dans un autre ordre d'idées, la mutation 
I.T, quand elle est présente dans le génome du haut, a peut-être un effet 
différent de celui de ABT ou ATC, sur la conformation de la molécule par 
exemple, ou sur un couplage éventuel initiation-terminaison de ~a 
transcription. Bien que la mutation !.T soit présente dans la région du bas 
dans 0(4632)I,T /RmlPl-, les deux régions intergéniques dans les molécules 
utilisées ne sont pas dans des contextes équivalents, et la même mutation 
n'aura pas forcément le même impact quand elle est dans un génome ou dans 
l'autre. 
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Corn paraison entre la LR et la SR. 
1) Importance de la transcription. 
Certains résultats obtenus ont permis de mettre en évidence des différences 
nettes entre les conditions nécessaires à la SR et celles nécessaires à la LR. 
Tout d'abord, une transcription bidirectionnelle est clairement requise po~ 
la SR dans des molécules à génome simple (Nault et al, 1994a). De la même 
façon, dans les molécules à double génome présentées ici, la transcription 
bidirectionnelle partant de la région intergénique du haut est requise pour la 
SR, puisque les mutations Pl- et A.TC introduites dans cette région empêchent 
la formation de P155 (Fig. 8-11). Au contraire, aucune transcription 
bidirectionnelle n'est requise pour la LR puisque cette recombinaison a li~u 
dans 0(4632) Pl-/RmIPl- et 1.2/RmIPl- (Fig. 9 et 12). Pour expliquer 
pourquoi la SR exige des conditions plus spécifiques que la LR, on doit noter 
d'abord que les répétitions S sont 10 fois plus petites que les répétitions L. 
Bien que le même mécanisme intervienne peut-être dans la SR et la LR, il est 
possible que celle-ci puisse utiliser un autre mécanisme propre à de longue 
homologies. Un tel mécanisme spécifique à la LR, opérant dans des 
conditions de transcription unidirectionnelle (comme dans 
0(4632)Pl-/RmIPl- et 1.2/RmIPl-) ou indépendamment de la transcription, 
expliquerait les résultats obtenus. Le fait que la LR semble diminuée dans 
1.2/RmIPl- (Fig. 12), qui n'a plus qu'un élément régulateur non muté, indique 
une certaine implication de la transcription dans ce mécanisme. Pour vérifier 
cette hypothèse, un Rml où on retrouve les mutations Pl- et A.TC dans P155 a 
été construit, dans le but d'insérer au site Bgl II de 11ns le fragment de l.2Kb 
présent dans 1.2/Rml. La molécule résultante, 1.2/RmIPl-,A.TC n'aura aucun 
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élément régulateur intact; il sera donc intéressant de voir s'il y a LR à un 
niveau comparable à 1.2/RmIPl-, ce qui indiquerait qu'une proportion de la 
LR a lieu indépendamment de la transcription. La disparition du produit de 
la LR dans 1.2/RmIPl-, ATC révèlerait au contraire qu'une transcription 
unidirectionnelle représente la condition minimale pour la LR. Ceci dit, 
pourquoi la transcription bidirectionnelle serait-elle obligatoire pour la SR et 
non pour la LR? Comme souligné plus tôt, la courte taille des répétitions_ S 
pourrait représenter un facteur limitant. Puisque les répétitions S sont 
situées presque symétriquement de part et d'autre des promoteurs viraux 
précoce et tardif de P155, on peut imaginer qu'après initiation simultanée des 
deux transcriptions, le déplacement des complexes transcriptionnels atteint 
les deux répétitions S en même temps, provoquant ainsi des changements 
structuraux favorables à la recombinaison au niveau de ces séquences (Nault 
et al, 1994a). Avec des homologies plus grandes(~ 1Kb), la simultanéité de 
ces changements structuraux est peut-être moins importante pour qu'il y ait 
recombinaison efficace. Il faut se rappeler ici que l'efficacité de la SR est bien 
plus élevée (100 fois et plus) que ce que les données de la littérature laissent 
attendre pour des homologies de cette taille (Piché et Bourgaux, 1987). 
2) Influence de la région régulatrice du bas sur la SR. 
Un autre aspect intéressant concerne l'impact de la région intergénique dans 
l'Ins sur la SR. Premièrement, si le génome du haut possède une mutation 
qui bloque la SR, telle Pl- ou ATC, l'ajout d'une région intergénique intacte 
dans 11ns ne contribue pas à rétablir la SR. Ceci est démontré par le fait qu'il 
n'y a pas de SR dans 0(4632)/RmIPl- (Fig. 8, 9 et 11) ni dans 0(4632)/RmIATC 
(Fig. 10 et 11). Ces résultats mettent en évidence le fait que la SR est 
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strictement dépendante de processus partant du génome du haut. En fait, il 
semble même que la transcription à partir du bas de la molécule interfère 
avec la SR. Ceci est mis en évidence par la plus forte production de P155 par 
0(4632)Pl-/Rml par rapport à 0(4632)/Rml (Fig. 8 et 11) et par une faible 
production de P155 par 0(4632)Pl-/RmlàTC tandis que 0(4632)/RmlLiTC 
n'en produit pas du tout (Fig. 11). Ainsi, l'introduction d'une mutation qui 
nuit à la transcription bidirectionnelle dans.la région du bas semble favoriser 
la SR. Étant donné que la LR se fait tout aussi bien dans 
0(4632)/Rml que dans 0(4632)Pl-/Rml et dans 0(4632)/RmlàTC que 
dans 0(4632)Pl-/RmlàTC, on peut conclure que c'est bien la transcription et 
non la LR qui interfère avec la SR. 
3) Rôle du grand T dans la LR et la SR. 
Une autre différence entre la LR et la SR concerne l'importance de la synthèse 
d'un grand T actif par la molécule qui sert de substrat à la recombinaison. 
Nous avons évoqué dans les Résultats, une expérience faite avec un Rml 
codant pour un grand T inactif. Il s'agit en fait de la mutation Tfs (Liu et 
Carmichael, 1993), qui consiste en deux changements du cadre de lecture du 
gène grand T. Le mutant Tfs, qui transcrit normalement (Liu et Carmichael, 
1993), code donc pour une protéine qui n'a rien à voir avec grand T. A partir 
de ce mutant, aimablement fourni par G. Carmichael, un Rml Tfs a été 
construit, qui se recombine très faiblement dans les scop-Tl malgré un apport 
de grand T par les cellules suffisant pour une réplication comparable à Rml 
(S. Veilleux, résultats non publiés). Ceci indique apparemment que le grand 
T fourni par les scop-Tl n'intervient pas de la même façon dans la SR que 
celui qui est codé par la molécule transfectée elle-même, ou encore que les 
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scop-T1 ne fournissent pas assez de grand T pour qu'il puisse intervenir de 
façon efficace dans la SR. Les mutations du promoteur viral précoce de RmI 
(l:T, ATC, etc.) diminueraient donc la SR parce qu'elles empêchent la 
molécule mutée de diriger la production de grand T actif et pas seulement 
parce qu'elles ont un effet sur la transcription elle-même. Pour la LR, la 
situation est différente. En effet, dans les scop-Tl, 0(4632)/RmIATC et 
0(4632)Pl-/RmIATC ont une recombinaison LR comparable à 0(4632)/~I 
(Fig. 11), malgré la mutation ATC qui bloque la synthèse de grand T ou qui, 
du moins, la diminue assez pour que les molécules mutées ne puissent se 
répliquer dans les cellules 3T6 (voir Résultats). On en arrive donc aux trois 
points suivants pour expliquer pourquoi une faible production de grand T 
par la molécule transfectée affecte la SR et non la LR: 
1) le grand Test impliqué dans la SR et la LR; cependant, la quantité fournie 
par les scop-T1 est adéquate pour la LR, mais insuffisante pour la SR. 
2) le grand T est impliqué dans la SR et la LR, mais le rôle qu'il joue dans la 
SR est propre à un grand T produit à partir d'une molécule transfectée, 
tandis que le rôle qu'il joue dans la LR peut être accompli par le grand T 
fourni par les cellules scop-T1. 
3) le grand Test impliqué dans la SR, mais non dans la LR. 
Une façon de vérifier si la première possibilité peut être exacte serait de 
comparer les quantités de grand T dans des cellules scop-T1 transfectées avec 
une molécule codant pour cette protéine et dans des cellules scop-Tl non 
transfectées, par immunoprécipitation par exemple. Cependant, cela 
donnerait une idée de la quantité moyenne de grand T par cellule, or le 
grand T des scop-Tl est présent dans toutes les cellules, tandis que l'ADN 
transfecté ne l'est peut-être pas. Parmi les cellules transfectées, il y aurait 
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donc une certaine population qui répliquerait l'ADN, et dans laquelle 
beaucoup de grand T serait sans doute produit, mais aussi une population ne 
contenantpas d'ADN, et dans laquelle il y aurait beaucoup moins de grand 
T. Si, dans les cellules transfectées, la population ayant capté l'ADN est 
minoritaire, on obtiendrait en moyenne, une quantité de grand T peu 
différente entre les cellules transfectées et les non transfectées. Ainsi, il serait 
intéressant de tenter cette expérience, mais un résultat indiquant une q uanti~é 
égale de grand T dans les cellules scop-T1 transfectées et non transfectées 
serait non concluant. 
Le deuxième point soulève la possibilité que le grand T présent dans les scop-
Tl non transfectées, typique des cellules transformées, est peut-être différent 
de celui apporté lors de la transfection des scop-Tl par une molécule cod~nt 
pour les protéines virales précoces, et donc pour un grand T qui serait sans 
doute équivalent à celui de cellules infectées lytiquement. Si l'on se réfère à 
SV40, le grand T peut exister dans différents états de phosphorylation, selon 
que les cellules sont au repos ou en phase S (revue par C. Prives, 1990). La 
fixation de grand T à l' ADN et son effet positif sur l'initiation de la 
réplication dépendent d'ailleurs d'un état de phosphorylation spécifique 
(McVey et al, 1989). On propose que lors de l'infection par SV40, le grand T 
lui-même pourrait interagir avec des facteurs cellulaires, provoquer le 
passage à la phase S et stimuler ainsi sa propre phosphorylation de façon 
appropriée à son effet positif sur l'initiation de la réplication de l' ADN viral 
(C. Prives, 1990). Dans le cas du grand T de Py, les modifications post-
traductionnelles qui pourraient influencer son activité, s'il y en a, ne sont pas 
connues. Cependant, une hypothèse intéressante est que dans des 
populations de cellules distinctes, par exemple dans des cellules scop-Tl 
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transfectées ou non transfectées, différents grand T existent et sont impliqués 
de façon variable dans la recombinaison, directement ou indirectement. 
Finalement, si le grand T est impliqué dans la SR mais non dans la LR, les 
deux types de recombinaison ont probablement des mécanismes différents. 
Dans la SR, le grand T pourrait avoir un rôle direct, ce qui est appuyé par la 
mise en évidence d'une activité topoisomérase,intrinsèque ou associée, po~ 
le grand T de SV40 (Marton et al, 1993) et pour le grand T de Py (Marton et al, 
soumis). D'autre part, un rôle indirect du grand T dans la recombinaisor 
pourrait être exercé à travers son activité comme facteur de transcription 
impliqué notamment dans l'activation du promoteur viral tardi.J 
(Munholland et al, 1992). Ce rôle câdrerait avec la bidirectionalité de la 
transcription requise pour la SR. En effet, la transcription précoce est 
nécessaire pour faire du grand T. Le grand T ainsi produit peut stimuler la 
réplication de l'ADN, qu'on a démontrée essentielle pour le passage de la 
phase précoce à la phase tardive du cycle viral de Py (Liu et Carmichael, 
1993). De plus, le grand T peut transactiver le promoteur viral tardif 
(Munholland et al, 1992), et l'amorçage de la transcription tardive permet le 
déclenchement de la SR 
L'étude de l'action du grand T dans la recombinaison SR ou LR est 
compliqué par le fait que cette protéine est nécessaire dans notre système à la 
réplication, donc à la détection, des produits de recombinaison. 
L'émergence de mutants du grand T de Py actifs dans la réplication de 
l' ADN viral mais handicapés dans d'autres fonctions, entre autres la 
transactivation, devrait simplifier en grande partie cette étude. 
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En conclusion, les expériences présentées dans ce mémoire ont permis de 
mettre en évidence plusieurs différences entre 1a SR et la LR. En effet, la 
transcription bidirectionnelle et la synthèse de grand T sont importants pour 
la SR mais non pour la LR. De plus, la présence d'une région intergénique 
intacte dans 11ns ne contribue pas à rétablir la SR dans des molécules où elle 
est absente, démontrant que la SR est strictement dépendante des éléments 
régulateurs initiant la transcription dans le génome de P155. La transcriptiqn 
partant de la région intergénique dans Ins semble même interférer avec la SR. 
L'ensemble des résultats démontrent que la LR et la SR sont régulées de façon 
distinctes et suggèrent qu'elles ont lieu grâce à des mécanismes distinctes. 
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